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5 Verfahren zur Markierung von Proteinen 



10 Gegenstahd der Erfindung ist ein Verfahren zur effizienten Markierung von Pro- 
teinen mit Hilfe eines Mikromlschers. Dje Markierungsreaktion im Mikromischer 
ist herkommlichen iVIetiioden zur Markierung von Proteinen Qberlegen. 
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Es ist bekannt, dass Proteine fur sine empfindliclie und spezifische Detektion 
liaufig rriit MarkermolekUlen versehen werden miissen. Diese MarkermolekQIe 
kSnnen Farbstoffe, elektrociiemisch aktive Verbindungen oder aucli seibst Pro- 
teine sein, wie die Peroxidase oder das Green Fluorescent Protein (GFP). Der- 
artige Markierungen werden z.B. besciirieben von IVI, Brinkley in Bioconjugate 
Clnemistry 1992, 3, 2-13 und von R.P. Haugland in Metiiods in Molecular Biolo- 
gy 1995, 45, 205-221. 

Eine Moglichkeit fiir die Markierung Ist die Umsetzung eines Proteins, das zum 
Zwecke einer spezifisclien Markierung auch in einer abgewandelten Form vor- 
liegen kann, mit einer aktivierten Form des MarkermolekQIs. Typischenweise 
werden am Protein voriiandene Amino- oder Sulfhydrylgruppen markiert. 

* I * 

Fur die Markierung von Aminogruppen, zurii Beispiel der in einem Protein vor- 
liandenen s-Aminogruppen der Aminosaure Lysin, wird ein MarkermolekQI mit 
einer entsprechenden aktivierten Funktionalitat versehen. Diese Funktionalitat 
kann beispielsweise ein Isothiocyanat (ITC) oder eine durch eine N- 
Hydroxysuccinimidgruppe (NHS) oder eine Tetrafluorphenylgruppe (TFP) akti- 
vierte Carbonsaurefunktion am MarkermolekQI sein. Ein NHS-Ester reagiert 
dann beispielsweise mit einer primaren Aminogruppe zum entsprechenden 
Amid gemali fojgender Reaktion: 
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FQr die Aktivierung von Sulfhydrylgruppen werden entsprechende Maleimide 

eingesetzt. 

Fur die Marlcierung von Proteinen geeignete al^tivierte Derivate von Flqores; 
zenzmarlcern Werden von verscliiedenen Hersteilern in einer groBen Zaiil ange- 
boten. Vergleicht man die fur die Markierung von Proteinen angegebenen Vor- 
schriften, so ist .eine weitgeliende Gbereinstimmung zwisclien den, verschiede- 
nen Vorschriften festzustellen: Das Protein wird in einem aminfreien Puffer (pH 
7 bis 9) in einer Konzentration von etwa 10 mg/ml gelost. Zur Verbesserung der 
Losllclikeit konnen noch 5% Dimethylsulfoxyd (DMSO) zugegeben werden. 
Dann werden zwischen 2 und 10 molare Aquivalente eines Fluoreszenzmar- 
kers, gelSst in DIVISO, zugesetzt und die Reaktion bei Raumtemperatur 5 IVIinu- 
ten bis 2 Stunden gerQhrt. AnschlieSend wird die Reaktion durcli Zugabe einer 
Hydroxylaminlosung oder durcli das Abtrennen des freien Fluoreszenzmarkers, 
zum Beispie! durch GeipermeationsGliromatograpliie,.gestoppt. 

Bei der bisher QbHciien !\/larkierung von Proteinen z.B. mit Farbstoffen oder Flu- 
oreszenzmarkern kann es jedocli zu Problemen kommen, weil sich nach der 
Reaktion mit dem Protein gelegentlich ein unloslicher Niedersclilag bildet. Die- 
ser Niederschlag ist auf eiri Gbermarkieren von ProteinmolekQIen mit dem IVlar- 
ker zuruckzufQhren. Die Qbermarkierten iVIolekule konneii niclit fUr die weitere 
Ahwendung eingesetzt werden und gelien somit verloren. 

■ > 

Ebenso kann es bei einer unregelmaliigen l\/larkierung der Proteine zu einer 
selnr starken Marl<ierung einzelner IVlolekQIe kommen. Dies fQlirt zu einem 
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5 Selbstquenching der Fluoreszenz in diesen MolekQIen und somit zu einer ge- 
• ringeren Fluoreszenzintensitat der gesamten Probe. 

I ■ » 

Es stellte sich deshalb die Aufgabe ein Verfaliren zu finden, bei dem nacln Mog- 
lichlceit jedes ProteinmolekUl mit genau der gewunschten Anzahl von Marl<er- 
10 moiekQIeh redgiert. Das Prptein und das Mar,kermolekQI mussen also, in vorher 
• festgelegen MengenverhSltnissen in mOglichst kleinen Volumenkompartimenten 
sclineH .miteinander vermischt werden. AnsciilieSend muss ggwahrleistet sein, 
dass die Molekuie ausreichend lange Zeit in Kontakt sind, urn nriiteinander zu 
reagieren. Nach dieser Zeit wird die Reaktion abgebrochen, urn Nebenreaktio- 

•■I ' 

15 nen zu vermeiden. 

Es wurde nun ein Verfaliren zur Markierung eines; freie Amino- und/oder Thi- 
olgruppen tragenden Proteins durch eine damit unter Ausblldung einer kovaien- 
ten Bindung reagierende Markerverbindung gefunden, bei dem Losungen bei- 
20 der Verbindungen in definierten Mengenstromeii einem Mikromischer zugefulirt 
und dort intensiv vermischt werden. AnschlieRend wird die Reaktionsmischung 
in eine Verweilstruktur eingespeist, wo sie eine durcli das Volumen der Yerweil- 

ft 

struktur und die Flieligeschwindigkeit der l^eaktionsmlschung vorbestimmte Zeit 
verbleibt Nacli einer durcli die Reaktionsbedingungen vorgegebenen Zeit kann 
25 die Reaktion abgebrochen werden. 

I * 

• t = , 

Erfindungsgemaii wird durch den Einsatz von Mikromischern und Verweilstruk- 
turen die Effizienz der Markierungsreaktioh aufgmnd der besseren Durchmi- 
schung und Dosierung der Reaktanden und dem sehr genau einstellbaren und 
30 engen Verweilspektrum gegenuber alien bisher bekannten Methoden erheblich 
gesteigert. 

w 

Fur das erfmdungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise ein totvolumenarmer 
Mikromischer eingesetzt, damit nur geringe Substanzmengen fQr die Markie- 
35 rungsreaktion eingesetzt werden mussen. Besonders geeignet ist ein aus PEEK 
(Polyetheretherketon) hergestellter Mikromischer. Bei ihm wurden die Kapillar- 
eingSnge der Zuleitungen unmittelbar gegenuber den, Offnungen der Mikro- 
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5 struktur angebracht, so dass dadurch das Totvolumen weiter minimiert werden 

konnte. ' 

' ' - • • r 

I 

In einen derartigen Mikromischer werden die Protein- und die Mari<ermolel<ull6- 
sungen mittels prazisen Und pulsatipnsarmen Pumpen (Spritzenpumpen) zu 

10 dosiert. HierfQr kann ein Multiiamlnationsmischer eingesetzt werden, bei dem 
kleine Teilstrome der LQsungen in Form von 'Lamellen oder dQnnen Filmen in 
■ kleinen Misciivolumina yereinigt werden. Ebenfalls geeignet. ist ein Kaskaden- 
mischier, in dem die Losungsstrome in kleinere Strome aufgeteilt und diese klej- 
nen Strome wiederiiolt .zusammengefiiiirt und aufgeteilt werden. AnschlieBend 

15 wird die so vermischte ReaktionslosUng in eine Venweilstruktur mit vorgegebe- 

' I ' ' 

ner Verweilzeit eingespeisti 

Es konnen unterschiedliclie Verweilstrukturen eingesetzt werden, die sich je- 

* - ^ » 

weils durcli eine mogliclist enge Verweilzeitverteilung auszeichnen und geringe 
20 Totvolumina aufweisen./lrn einfaclisten Fall besteht die die Venweilstruktur aus 
einer Kapillare vorgegebener LSnge, aber auch andere gleichmaSig durch- 

■ R 

- stromte Volumina oder Anordnungen kSnnen eingesetzt werden. Ebenfalls kon- 
nen Venweilsfruktui-en eingesetzt werden, bel denen das Gemisch im Kreislauf 
umgepumpt wird, wobei ggf. ein Mikromischer in den Kreislauf eingefugt ist. 
25 Letzteres vor ailem, wenn zwei Phasen und Plnasentrennung vorliegen. 

Nach dem Durchlaufen der Venweilstruktur wird die Reaktionslosung aufgefan- 
gen. Dabei kann die Reaktioh durch Zudosieren eines weiteren Reagenzes mit- 
tels eines weiteren lyiikromischers, durch thermische Behandlung mit eiriem 
30 Mikrowarmetauscher oder durch Eintropfen der Reaktionsmischung in ein Auf- 
fanggefali mit einem entsprechenden Abbruchreagenz gestoppt werden. 

\ 

Das erfindungsgemaSe Verfahren fuhrt zu hdheren Ausbeuten und zu einer 
verbesserten Probenqualitat, da eine schnelle und grOndliche Vemnischung der 
35 beiden Reaktjonspartner im Mikromischer stattfindet und die Venweilzeit in der 
Verweilstruktur sehr genau eingestellt werden kann. 
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5 Die Erfindung wird durch die beiiiegenden Abbildungen und die folgenden Bei- 
splele haher erlautert. 



Eszeigen: ' ■ . . 

r * 

1 0 Fig. 1 die Explosionszeichnung eines totvolumenarmen Mikromischers, 

» 

Fig. 2 ' den sciiematisclien Versuclisaufbau mit dem Mii^romisclier, 



Fig. 3 die volistandige Versuciisapparatur. 



Beispiel 1 



Es sollten Anti-liuman lgG Antil<6rper (aus der Ziege) mit Fluoresceinisothiocy- 
anat (FITC) marlciert werden. Die Antilcorper (Lieferant: Sigma, Saint Louis) 
20 wurden in 0,1 M Natriumhydrogencarbonatpuffer (pH 8,5) gelost (10 mg/ml). 10 
mg FITC . (Lieferant: IVIolecular Probes, Eugene) wurden in 1 ml DMSO gelost. 
Zudem wurde zum Abstoppen der Reaktion eine 1 ,5 m Hydroxylaminlosung (pH 
, 8,4) liergestellt. 

25 Es wurde die herkommliclie Markierungsmethode, wie sie in der mitgelieferten 
Besciireibung des Fluoreszenzmarkers angegeben ist, mit der erfindungsge- 
maSen Markierung im !\/Iirkomisclierverglichen. 



A1 und A2 - Herkommliclies Markierunasverfalnren 



Es wurden 2 Ansatze von je 75 \i\ Antikorperlosung in zwei 1 ,5 ml Reaktionsge- 
falie gegeben. Zu einem Ansatz (A1) wurden 37,5 pi der Farbstofflosung, zum 
anderen (A2) 10 \il gegeben. Es wurde 1 h bei Raumtemperatur krSftig geschut- 
telt Anschlieliend wurden jeweils 100 pi der Hydroxylaminlosung zugegeben 
35 und erneut bei Raumtemperatur 20 min gescliuttelt. Danacli wurde der freie 
Farbstoff mittels Gelpermeationschromatographie (PD-10 Sauien, Lieferant: 
Amersliam, Laufmittel: Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)) abgetrennt. 
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Die so gereinigten Antikorpeflosungen wurden UVA/is-spektroskopisch unter- 
sucht 



B - ErfindunqsgemaSes Markierunasverfahren 



Die beiden in Abb. 2 gezeigten Spritzer) (1 , 2) mirdpn'uber Kapillaren mit einerri 

Mikromischer (3) verbunden. Zusatzlich wurde eine in Abb. 3 gezeigte Spullei- 
tung an der Kapillare einer der Spritzen . angebracht, die zunachst mit einer 
Kiemme .verschlossen wurde. Diese.Spulleitung wurde an eine HPLC-Pumpe 

15 . angeschlossen, die niit Wasser (bidestiliiert) versorgt wurde, Der Mikromisclier 

> r -, - * 

(3) war wiederum mit einer Kapiirare (4) mit einer Lange von 28 cm verbunden. 
* Am Ends der Kapillare wurde ein AuffanggefaS (5) b^reitgestellt, in dem die 
Reaktiorislosung gesammelt wurde. 

20 Das erfind.ungsgemaBe Markierungsverfahren wurde nun in folgender Weise 
durchgefQhrt: . 

Die Antil^orperlosung und die Farbstofflosung wurden jeweils in einer 1 ml Sprit- 
ze aufgezogen und in jeweils eine der Spritzepumpen (6) und (7) eingespannt. 



Ansatz B1: 



Es >A/urden 75 |jI Proteinlosung (Flussrate: 150 [i\/m\n) Und 37,5 [il (Flussrate: 
75 pl/min) Farbstofflosung innerlialb von 30 Sekunden in den Mischer dosiert. 
30 Anschlieliend wur'de die Klamnner der Spulleitung geoffnet und mittels einer 
- HPLC-Pumpe mit einem Fluss von 0,2 pl/min die noch in der Kapillare befindii- 
Che Lo^ung herausgedrQckt. Das AuffanggefaS (5) wurde versclilossen und 
eine Stunde lang bei Raumtemperatur geschuttelt. ' ■ ' 
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5 AnsatzB2: 

Es wurden 75 \x\ Proteinlosung (Flussrate: 150 (jl/min) und 10 jjl (Flussrale: 20 
Ml/min) Farbstofflosung innerhalb von 30 Sekunden in den Mischer dosiert. Der 
Ansatz wurde wie in B1 beschrieben weiter behandelt. 
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Die beiden Ansatze der B-Reihe wurden nach einstQndigem Schuttein mit je- 
weiis 100 \x\ einer HydroxyiaminlOsung verisetzt und emeut bei Raumtemperatur 
20 min geschiittelt. AnschlieRend wird der freie Farbstoff mittels Gelpermeati- 
onschromatographie (PD-10 Saulen, Lieferant: Amerslianri, Laufmittel PBS) ab- 

' " * ■. 

getrennt 

Die so gereinigten Antikorperlosungen wurden UVA/is-spektroskopisch unter- 

SUCht. : " 

t 

\ , ' , , 

Bel alien vier Ansatzen wurden aus den eingesetzten 0,75 nig Antikorpern nach 
der Aufreinigung der Rfeaktionen zwischen 0,6 und 0,7 mg markierte Antikorper 
erhalten. Die Markierungsgrade (MolekQIe Farbstoff pro Molekulprotein) sind fur 
A1: 8,62. fur. A2: 6,32, for B1: 4,91 und fClr B2: 2,30. 

^ t * 

Die rriarkierten Antikorper wurden auf ilire Eignung zur Anfarbung von Granulo- 
zyten getestet. 

■ ' ' i 

Dabei zeigte sich, dass die Proben der A-Reihe einen selir hohen Hintergrund 
aulwiesen. Die Proben der B-Reihe zeigten einen gerlngen Hintergrund. Der 
Zellkern und die Mitosespindein vyaren, wie erwartet, sehr gut sichtbar. 

< • . ' • 

Durch den Einsatz des Mikromischers konnte also eine deutlich verbesserte 
Probenqualitat erhalten werden. Dies ist auf eine glejchmaSigere Markierung 
der Antikorper zuruckzufQhren. . 
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5 Beispiel 2 



10 



In der in diesem Beispiel. gezeigten Reaktion wird ein Protein mit einem Fluo- 
reszenzmarke.r versehen. Dabei wurde der NHS-Ester des Fluoreszenzmarkers 
eingesetzt, urn unspezifisch nriit den s-Aminogruppen der im Protein vorhande- 
nen Amlnosaure Lysin zu reagieren. . ^ 



• 0,27 mM Protein wurden in 1.800 jji NaHCOa-Puffer (0,1 M, pH 8) gelost. Zur 
besseren Losung wurden 100 |ji DMSO zugegeben. 1,08 |jM Farbstoff-NHS- 
Ester wurden in 140 |jI DMSO ,gel6st. In den Mikronnischer wurden uber 1/16"- 
1 5 Kapillaren die Protein- und die Farbstofflosungen mittels Spritzenpumpen zudo- 
siert. Der Gesamtfluss betrug 400 |jl/min. ' 

I ' ^ ■■ 

' / ' • . 

Am Ausgang des Mischers befand sich eine Kapillare, die so lang war, dass die 
Verweilzeit der Reaktlonslosungen im System 5 Minuten betrug. AnschlieBend 

20 tropfte die Losung in ein AuffanggefaS (5), das mit der Stopplosung (Hydroxy- 
laminlQsung) gefQIlt war. Nachdem die entsprechenden Mengen Protein bzw. 
Farbstofflosung zudosiert waren, musste das zuletzt zudosierte Volumen noch 
5 min durch die Verweilkapillare gedrOckt werden;.Dies geschah mit Hilfe einer 
HPLC-Pumpe, die mit einem Fluss von 400 jjl/min Wasser durch die Kapillare 

25 pumpte. 

Nach dem Reaktionsende wurde der In der Stopp-Losung aufgefangene Mar-, 
kierungsansatz noch 15 Minuten gerQhrt und anschlieSend in einer Tischzentri- 
fuge (Modell 5804 R von der Firma Eppendorf) bei Raumtemperatur und 13.200 
30 rpm zentrifugiert, um uniosliche Bestandteile abzutrennen. Bei dieser Reaktion 
waren jedoch kaum uniosliche Bestandteile zu beobachten. , 

> f 

Der Ansatz wurde mit einer Pipette auf PD-10 SSulen (Lieferant: Amersham) 
aufgetragen. Das Eluat wurde in Gefriertrocknungsglaschen aufgefangen, ein- 
35 gefroren und anschiiefiend lyophilisert. 
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5 In Bezug auf die eingesetzte Menge Protein wurde eine Ausbeute von 86,6% 
mit einem iVlarkierungsgrad von 2,9 erzielt. Mit der von den Herstellern empfoli- 
lenen Standardmethode wurden lediglich 45%. Ausbeute ..mit einem Marl<ie- 
rungsgrad von 2,7 erzielt, 

1 p Zudem zeigte die im Mikrpmischer hergestellte Probe gegenpber der herkomm- 
lich hergestellten Probe eine leicht verbesserte Aktlvitat im ansclilleRenden Ak- 
tivitatstest. 



15 Bezugszeicheniiste; 



20 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 



Spritze 1 
Spritze 2 
Mikromisclier 
Verweilstruktur 
AuffanggefaU 
Spritzenpumpe 1 
Spritzenpumpe 2 
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5 . Patentanspruche: 



10 1. Verfahren zur Markierung eines freie Amino- und/oder Thiolgruppen tra- 
genden Proteins durch eine damit unfer Ausbildung einer kovalenten Bindung 
peaglerende Markerverbindung, dadurch gekennzeichnet, dass Losungeh 
beider Verbindungen in definierten Mengenstromen einem IVIikromischer zuge- 
fQhrt und dort intensiv vermischt werden, arischlieSend die Reaktionsnnischung 

15 in eine Verweilstrui<tur eingespelst wird, dort sine durch das Volumeh der Ver- 
weilstruktur und die Fiieligeschwindigkeit der Reaktionsmischung vorbestimmte 
Zeit verbleibt und die Reaktion nach einer durcli die Real^tionsbedingungen 
vorgegebenen Zeit abgebrochen werden kann. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet,. dass als ^ar- 
kerverbindung ein FarbstoffmolekQI eingesetzt wird, das eine reaktive Gruppe 
■ tragt, die mit den freien Amino- urid/bder Thidlgruppen des Proteins unter .Bil- 
dung kovalenter Bindungeh reagiert. 

* 

25 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass alS Mar- 
kerverbindung ein weiteres Protein eingesetzt wird, das eine reaktive Gruppe 
tragt, die mit den freien Amino- und/oder Thiolgruppen des Proteins unter Bil- 
dung kovalenter Bindungen reagiert und eine chemische Reaktion katalysiert, 
die zu einer leicht detektierbaren Farbanderung bder Anderung des Redoxpo- 

30 tentials seines Substrates fuhrt. ' 

4. , Verfahren nach . den Anspruchen 1 bis" 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein totvolumenarmer Mikromischer eingesetzt wird. 

35 5. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine Verweilstruktur eingesetzt wird, die ein ausreichendes Volumen auf- 
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weist, um bei eingestellter Flie&geschwindigkeit eine ausreichende Verweilzeit 
der Reaktionsmischung zu gewahrieisten. 



^3 



10 



6. Verfahren nach den Arispruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Reaktion nach Verlassen der Verweilstruktur durch Zugabe einer Ver- 
bindung abgebrochen wird, die mit den noch nicht umgesetzten Markermoleku- 
len schnell reagiert. 



15 



7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Reaktion nach Verlassen der Verweilstruktur durch chromatographi- 
sches Abtrennen der noch nicht umgesetzten IVIarkermolekule abgebrochen 
wind. 



20 



8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet, 
dass die Reaktion nach Verlassen der Verweilstruktur durch eine thermische 

j- 

Behandlung der Reaktionslosung abgebrochen wird. 



9, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Mikromischer rpit Kanalweiten von kleiner als 100 jjm eingesetzt wird. 



25 10. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 

I. 

dass es sich bei dem eirigesetzten Mikromischer um einen Multilaminatlonsmi- 
scher Oder um einen Kaskadenmischer handelt. 



11, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
30 daiss es sich bei der eingesetzten VenA/eilstruktur um eine Kapillare vorgegebe- 

nen Volumens oder ein anderes gleichmaBIg durchstrSmtes Volumen oder eine 
glelchmafijg durchstromte Anordhungen handelt. 

12, Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 bei der eingesetzten VenA/eilstruktur das Gemisch im Kreislauf umgepumpt 

wird, wobei ggf. ein Mikromischer in den Kreislauf eingefugt ist . 
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Fig. .1 





Fig. 2 
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Fig. 3 
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(HPLC-Pumpe ) 




/ 




/ 



\ 




- 1 



22. Oktober 2003 



